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@ Verfahren zur Bestimmung eines Partners einer Reaktion und Vorrichtung dazu 

Es werden ein optisches Verfahren atum Nachweis und air 
Bestimmung eines Partners einer Reaktion, die unter Agglu- 
tination und Prazipitatbildung veriauft sowie eine dazu ge- 
eignete Vorrichtung, welche die unmittelbare Vermessung 
von PrSzipitatflachen erlaubt, beschrieben. Verfahren und 
Vorrichtung sind beispielsweise zur Bestimmung von einem 
Reaktanden einer immunologischen Reaktion geeignet 
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Paten tansprgche 

1. Optisches Verfahren zum Nachweis und zur Bestimmung 
eines Partners einer Reafction mittels Agglutination, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die durch die Prazi- 
pitate der Agglutinationsreaktion begrenzte Fladhe 

5 unmittelbar miBt und daraus Menge oder Aktivitat des 

Partners der Reaktion quant itativ bestimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, . 
dafi PrSzipitate in mehreren def inierten verdunnungen 

10 des zu bestimmenden Reaktionspartners gemessen wer- 

den. 

3. verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi in der Reaktion einer der Partner teils in ge- 

15 loster Form, teils tragergebunden und der andere ge- 

I6st vorliegen. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennze ichnet, 
daB man sich die prSzipitate in Gegenwart einer oder 

20 mehrerer aktiver Komplementkomponenten bilden lfiflt. 

5. verfahren nach Anspruch l f dadurch gekennzeichnet, 
daB in einem Gef SB mit konkav gebogenem Boden gemes- 
sen wird. 
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Optische Vorrichtung zur quantitativen Bestimmung 
der PISche zweidimensionaler Objekte, in folgender 
Reihenfolge bestehend auB a) einer Lichtquelle, b) 
der beleuchtenden Linse, c) einer Lochblende, d) dem 
Objekt, e) der abbildenden Linse und f) dem Sensor, 
der aus mehreren linear angeordneten Detektoren be- 
steht, wobei entweder das Objekt oder der Sensor 
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senkrecht zur optischen Achse beweglich angeordnet 
ist, so dafl beim Oberfahren die gesamte Flache er- 
faflt wird. 

5 7. verwendung einer optischen Vorrichtung nach Anspruch 

^| Ulllk v <C*. iu^«» v <w»* *3 *"* ~ — --- m — — ^ 

Folge einer Reaktion eines Antigens, Antikorpers und 
gegebenenfalls einer oder mehrerer aktiven Komple- 
mentkomponenten entstanden sind. 
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Die Erf indung betrif ft ein optisches Verfahren zum Wach- 
weis und zur Bestimmung eines Partners einer Reaktion, 
die unter Agglutination und prazipitatbildung verlauft 
sowie eine dazu geeignete Vorrichtung. 

5 

Pfir serologische Pragestellungen werden Analyseverfahren 
angewendet, bei denen die Reaktionspartner den verschie- 
denen Phasen einer Suspension angehSren. So kann es 
unter bestimmten physikochemischen Bedingungen, wie zum 
10 Beispiel der Mehrbindigkeit des gelosten Reaktanden, zu 
charakteristisch verlaufenden Partikelprazipitationen 
(beispielsweise Agglutinationen) kommen. Dabei stellt 
gewdhnlich eine Teilstruktur einer Blutzellmembran (di- 
rekte Agglutination) oder eine zum Beispiel chemisch an 
15 diese Membran gebundene, ursprOnglich nicht vorhandene 
Gruppierung (indirekte Agglutination) den Reaktionspart- 
ner der festen Phase dar, wShrend ein mit dieser Teil- 
struktur Oder Gruppierung spezifisch reagierender Anti- 
kSrper sich in der gelosten Phase befindet. Die Phasen- 
20 verteilung kann auch umgekehrt sein. 

Die Agglutination von sehr vielen kleinen Teilchen wie 
Blutzellen oder Latex-Partikeln , die in serologischen 
Untersuchungen ublicherweise eingesetzt werden , ffihrt zu 
25 VerSnderungen der Suspension, die in einem Ansatz von 
etwa 200 ul auf planen ObjekttrSgern visuell erkannt und 
halbquantitativ bewertet werden konnen. 



In anderen Fallen fiihrt eine Reaktion von Blutzellen 
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gelosten Reaktanden zur Auf ISsung der Zellen r so dafl 
eine visuelle Auswertung ebenfalls moglich ist. 

Anstelle der planen Ob jekttrager, auf denen zwei bis 
5 drei Ansatze nebeneinander angesetzt und ausgewertet 
werden kdnnen, setzt man seit einiger Zeit Mikrotitra- 
tionsplatten ein, in denen Vertiefungen zur Aufnahme der 
Reaktionsansat2e enthalten sind. In solchen Platten 
lassen sich eine Vielzahl von Proben bearbeiten. Mikro- 
10 titrationsplatten erlauben auch Bestimmungen in mehreren 
Verdiinnungsstufen, so daB die qualitative Bewertung in 
einer Ja/Nein-Aussage "halbquantitativ" in Form von 
"Titer stuf en" erfolgen kann. 

15 Je nach dem experimentellen Verfahren ist die Form der 
mit konkavem Boden versehenen Reaktionsgef SBe zu wahlen: 
F lac he, kugelsegmentf ormige Vertiefungen erlauben die 
Durchmischung der Reaktionsvolumen durch leicht taumeln- 
de Bewegungen der Platte. Bei tieferen Napfchen mit ke- 

20 geligem oder halbkugelf ormigero Boden werden die Platten 
nach intensiver Durchmischung unbewegt stehen gelassen. 

Zur visuellen Auswertung werden die "Muster" ("pattern") 
der sedimentierten Blutzellen oder Latex-Teilchen vor 

25 einem hellen Untergrund bewertet. Nach subjektiven Kri- 
terien wird aus einem Bereich r in dem ein Wechsel des 
Musters sichtbar ist (Figur l) r eine Verdunnung als 
"Titerstufe" bestimmt, in der auf Grund der graduellen 
Auspragung des bewerteten Kriteriums ein relativer 6e- 

30 halt des gelosten Reaktanden bestiramt werden kann. Die 
Genauigkeit derartiger Auswertungen betragt ± eine 
Titerstufe, wenn man die Volumen-Reproduzierbarkeit der 
eingesetzten Verdunnungsgerate aufler Acht laflt und die 
Auswertungen von einer Person vorgenommen werden. 
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Die Muster der sedimentierten Teilchen unterscheiden 
sich je nach Typ der verwendeten Mikrotitrationsplatten; 
dementsprechend sind auch die Bewertungskriterien ver- 
schieden: Wahrend in den Lysistesten (Figur 2) die Menge 
5 der noch intakten Zellen bewertet und als Ergebnis eine 
Verdiinnung ausgepragter Knopfbildung und vollstandiger 
Lysis bestimmt'wird, bilden sich bei Agglutinationsan- 
satzen (Pigur 1) besondere Muster aus, die als zellrasen 
(bei kompletter Agglutination), Ringbildung oder Knopf- 
10 bildung (bei fehlendem Reaktanden der Agglutinationsre- . ... 
aktion) bewertet werden kSnnen. 

ErlSuterungen zu deh Abbildungen: 

15 Figur 1: Indirekte Ramagglutination in einer Mikrotitra- 
tionsplatte (an Erythrozyten gebundenes Teta- 
nustoxoid (TT)/humane Anti-TT-IgG-Antikorper) . 
a) Die Reihe A (Hapfchen 1 bis 12) zeigt eine voll- 
stSndige Agglutination. 

20 b) Die Reihe B zeigt das Ergebnis einer Aggluti- 

nation, wobei die Antikorperkonzentration von 
NSpfchen 1 bis 10 linear abniramt. 

Figur 2: Hamolyseassay in einer Mikrotitrationsplatte. 
25 m der Reihe A und B wurden 2 Losungen, die 

eine unterschiedliche Menge an immunkomplexen 
enthielten, in von NSpfchen 1 bis 12 abnehmen- 
der Konzentration jeweils mit einer konstanten 
Menge an menschlichem Serum (Komplementquelle) 
30 inkubiert (37°C, 1 hK AnschlieBend wurde pro 

NSpfchen eine def inierte Menge an Erythrozyten 
und einer Anti-Erythrozyten-Antik6rper-L5sung 
zugesetzt und stehengelassen (0,5 h, 37°C). Bei 
ausreichend geringer Immunkomplexkonzentration 
35 bewirkt die verbleibende Restkamplementaktivi- 
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tat eine unvollstandige (Reihe A, Napfchen 8 
bis 10; Reihe B r Napfchen 7 bis 10) bzw. voll- 
standige (Reihe A und B, Napfchen 11 und 12; 
Lysis der Ery throzyten . In der Reihe A, Napf- 
chen 1 bis 7, bzw. in der Reihe B, Napfchen 1 
bis 6, ist keine Lysis zu beobachten, da das 
gesamte Komplement verbraucht worden ist. 

Die Auswertung von Lysistesten und Agglutinationsan- 
satzen in-Mikrotitrationsplatten mit kugeligen Boden er- 
folgt weitgehend visuell nach diesen Kriterien, wobei 
die Prazision (Richtigkeit) und Reproduzierbarkeit (Ge- 
nauigkeit) auf Grund subjektiver Fehler und starker me- 
thodischer Streuung auBerhalb der flblicherweise f ur ^ 
<ftantitative Methoden akzeptablen Bereiche liegen. 

In Verfahren mit bekannten Vorrichtungen zum Nachweis 
der Serotypen (JP-A- 123909-79, DOS DE-A- 3033870) wer- 
den zur Dnterscheidung einer n positiven n und "negativen" 
Reaktion R6hrchen mit speziell geformtem Boden benutzt, 
wodurch unterschiedliche "Agglutinationsrauster" ent- 
stehen: Fehlt die spezifische Reaktion zwischen Blut- 
zelle und Antikorper, entsteht durch Zusammenrutschen 
der Zellen in einen vertieften Teil des Rohrchens das 
sogenannte "Sammelmuster", wahrend nach positiver Reak- 
tion das "Agglutinationsmuster" entsteht, wobei ein Zu- 
sammenrutschen infolge Agglutination, das heiBt Ver- 
netzung der Blutzellen untereinander r verhindert wird. 

Die Messung erfolgt in der bekannten Vorrichtung selbst- 
tMtig, indem der Photos trom eines Detektors bei punkt- 
formiger Abtastung des Rohrchenbodens "entlang einem 
Durchmesser" typische Kurven auf einem Schreiber ergibt: 
Bei Agglutination ergibt sich eine Kurve mit nur 
geringer LichtschwSchung im mittleren Bereich des R8hr- 
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chenbodens, wahrend bei -negativer" Reaktion die Kumula- 
tion der zusammengerutschteh Zellen zu einer starkeren 
LichtschwSchung fuhrt. Die auf diese Weise nur qualita- 
tive Bewertung (Ja-Nein-Bewertung) kann bei "teilweiser 
5 Agglutination (Halb-Sammelmuster)- graduell nur grob xn 
ct-nfo flif ferenziert werden. 

Die Erfindung hat sich daher die Aufgabe gestellt, ein 
Verf ahren zur quantitativen Auswertung von Agglutina- 
10 tionsmustern, insbesondere solcher von immunoloqischen - 
Reaktionen, zur Verfugung zu stellen. 

Die zur LBsung dieser Aufgabe fur quantitative analy- 
tic zwecke erforderliche PrSzision kann uberraschen- 
15 derweise durch unmittelbare Integration der in den 

Ringen eingeschlossenen Flachen erreicht werden, indem 
die PrSzipitatmuster abgebildet und die Konturen fiber 
lichtempf indliche Sensoren elektro-optisch erf aftt werden 
(Figur 3). 

20 

Gegenstand der Erfindung 1st daher ein optisches Ver- 
fahren zum Nachweis und zur Bestimmung eines Partners 
einer Reaktion mittels Agglutination, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die durch die PrSzioitate der Aggluti- 
25 nationsreaktion begrenzte Flache unmittelbar .lit und 
daraus Henge oder Aktivitat des Partners der immunolo- 
gic Reaktion quantitativ bestlmmt. Dies ist deshalb 
mS glich, da die Menge oder Aktivitat der Reaktionspart- 
ner eine monoton wachsende Funktion der FlachengroSe xst. 

30 in diesem Verf ahren konnen vorteilhaft mehrere definier- 
te Verdunnungen des quantitativ zu bestimmenden Reak- 
tionspartners verwendet werden. 

35 Ein Reaktionspartner kann im gelBsten Zustand, der 

andere im gelosten oder an Partikel gebunden vorlxegen. 
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Weiterhin kBnnen an der Reaktion eine oder mehrere ak- 
tive Komplementkomponenten beteiligt sein. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform laBt man die Pra- 
5 zipitate sich in einem Gef MB mit konkav gebogenem Boden 
bilden. 

Die MeBvorrichtung fur das beschriebene Verfahren kann 
in einfacher Weise aus einer Lichtquelle mit einer Linse . 
und einem Kreuztisch, auf dem entweder die Mikrotitra- 
tionsplatte kontinuierlich durch den Strahlengang oder 
die optische Vorrichtung Lichtquelle/Linse/Detektor kon- 
tinuierlich Ober die festliegende Mikrotitrationsplatte 
bewegt wird, bestehen. Die in der Bildebene scharf exn- 
gestellten hell-dunkel-Konturen des Sedimentes werdeh 
durch lichtempfindliche Detektoren erfaBt und rechne- 
risch ausgewertet. 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb weiterhin eine op- 
tische Vorrichtung zur quantitativen Bestimmung der 
Flache zweidimensionaler Objekte, in folgender Reihen- 
folge bestehend aus a) einer Lichtquelle U>, b) der be- 
leuchtenden Linse (2), c) einer Lochblende (3), d) dem 
Objekt (4), e) der abbildenden Linse (5) und f) dem Sen- 
sor (6) in der Bildebene, der aus mehreren linear ange- 
ordneten Detektoren besteht, wobei entweder das Objekt 
oder der Sensor senkrecht zur optischen Achse beweglich 
angeordnet ist (Pig. 3), so daB beim tJberfahren die 
gesamte Flache des PrSzipitates erfaBt wird. 
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Diese optische Vorrichtung kann vorteilhaf t zum quanti- 
tativen Vermessen von Agglutinationsmuster, an deren 
Entstehung beispielsweise AntigenmoleJciile, Antikorper- 
molekule und gegebenenfalls eine oder mehrere aktive 
35 Komplementkomponenten beteiligt sind, verwendet werden. 
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Diese Vorrichtung erlaubt eine sehr genaue quantitative 
Auswertung, indem durch den Einsatz vieler Petektoren 
auf einer Sensorleiste die gesamte FISche einer Reihe 
von Ring-Mustern erfaBt wird, die sich in sehr empfind- 
5 licher Weise bei vibrationsf reiem Stehen der Inkuba- 
tionsansatze in Rohrchen mit Halbkugel-formigem Boden 

. Flachenerfassung als prima ren Meflwert bei der erf in- 
dungsgema&en Vorrichtung unterscheidet sich von einemV- 
10 bekannten Verfahren (BE-PS 1549921, OS-PS 4193981, DE-A- 
2744028), bei dem die Durchmesser der Prazipitatringe 
aus photograph ischen Aufnahmen der Mikrotitrationsplat- 
ten (s. xx.) als Mafl der Antigen-oder AntikSrper-Konzen- 
tration vermessen werden. 

15 

Die fur quantitativ-analytische Zwecke erforderliche Re- 
produzierbarkeit des beschriebenen Verfahrens wird 
einesteils erreicht durch die oben beschriebene mefl- 
technische Erfassung der Prazipitatf lachen. Vorausset- 

20 zung fur eine objektive und vergleichbare Erfassung von 
Platte zu Platte und von Tag zu Tag ist jedoch f ern^r 
die Objektivierbarkeit, wobei ein besonderer Vorteil 
darin besteht, die Messungen am Objekt, der Mikrotitra- 
tionsplatte selbst, vornehmen zu kBnnen. Die photome- 

25 trische Vermessung der Durchmesser am Negativ oder 

Positiv einer photographischen Aufnahme (BE-PS 1549921) 
vergroBert die Fehlerstreuung durch unterschiedliche 
SchwSrzung des Photomaterials, die durch Abhangigkeit 
von Belichtungszeit, Beleuchtung, Konditionen bei der 

30 Entwicklung (Badtemperatur, Badkonzentration, Entwick- 
lungszeit) entsteht, Daruber hinaus ist Voraussetzung 
ffir eine quantitativ-analytische Methode die Reprodu- 
zierbarkeit fiber langere Zeit, die fur HSmagglutina- 
tionsverfahren nur bei hinreichender Reproduzierbarkeit 

35 der Herstellung der eingesetzten Erythrozyteh als we- 
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sentlichera Reagenz mSglich ist, eine Voraussetzunq, die 
bei anderen beschriebenen Verfahren nicht berlicksichtigt 
ist (BE-PS 1549921). 

5 Das Verfahren und die Vorrichtung, die oben beschrieben 
sind, errooglichen zum Beispiel Einfltisse des Komplement- 
systems auf eine immunkompiexbiidung quantitativ zu er- 
fassen. Dies war mit den bisher gebrauchlicben Partikel- 
prazipitationen, die in Mikrotitrationsplatten durchge- 

10 ffihrt werden, nicht moglich. So kann man beispielaweise 
Immunkomplexe im AntikSrperSberschuBbereich aus Tetanus^- 
toxoid (TT) und humanen Anti-TT-Antik8rpern (ATTA) der 
Klasse IgG in An-oder Abwesenheit (Komplementinakti- 
vierung durch einstundiges Erhitzen auf 56°C) von funk- 

15 tionell aktivem Komplement durch eine halbstundige Inku-^ 
bation der Reaktanden bei 37°C erzeugen und den Reak- 
tionsansatz unmittelbar danach gemafl oben beschriebener 
Hethode analysieren. 

20 So wurde Bberraschenderweise gefunden, daB eine komple- 
mentbeeinfluBte Inununkomplexbildung die zusStzliche Ent- 
stehung agglutinierender AktivitSten verursachen kann. 
Damit bietet sich eine neue Moglichkeit an, eine funk- 
ti one He Uberprtlfung einer KomplementaktivitSt durchzu- 

25 fuhren. Somit we r den zum Beispiel Informationen zugang- 
lich, die bei der Beurteilung pathologisch veranderter 
Seren (gewisse KomplementmangelzustSnde oder -dysfunk- 
tionen) eine diagnostische Hilfe sein konnen. Anderer- 
seits besteht natfirlich auch die Moglichkeit Antik6rper- 

30 prSparationen hinsichtlich ihrer FShigkeit im Antigen- 
bindenden Zustand mit dem Komplementsystem wechselzuwir- 
ken vergleichend zu untersuchen, ein wichtiges Kriterium 
zu ihrer funktionellen Beurteilung. 
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Es ist ebenso vorstellbar, dafl PartikelprSzipitationen, 
denen keine Antigen-Antik8rperreaktion zugrunde liegt, 
Sedimentationsmuster erzeugen konnen, die mit aem Ver- 
fahren und der Vorrichtung. wie sie oben beschrieben 
sind, ausgewertet werden konnen. 
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Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung erlautern: 
Beispiel 1 



Zunachst werden 475 ul frisches, humanes Serum, 175 ul 

_ . . ~ . * ■: .3 T~<-_T Scunn (PBS . nH =s 7 -2 I 7.14 

emer ftnci-xeuiuuoi.uAu.»u = ^v> ^ • • ■ — 

IE/ml) und 100 ul einer Tetanus toxoid-LBsung (PBS, pH = 
7.2; 10 Lf/ml) 1 h bei 37°C inkubiert. 

10 Unmittelbar danach werden je 50 ul verschiedener Ver- 
dBnnungen (PBS, pH = 7.2) des Reaktionsansatzes niit 25 
ul einer Tetanustoxoid-beschichteten Hammelerythrozyten- 
suspension (20 ml sedimentierte Erythrozyten pro Liter) 
nach sorgfaltiger Durchmischung 2 h bei Raumtemperatur 

15 in den Napfchen von Mikrotitrationsplatten inkubiert und 
gemafi oben beschriebenem Verfahren .ausgewertet. Das Er- 
gebnis einer Dreif achbestimmung ergab einen Gehalt von 
0.232 ± 0.006 IE pro ml Reaktionsansatz . 
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Beispiel 2 



Anstelle des im Beispiel 1 angef fihrten 475 ul f rischen 
25 Humanserums wird das gleiche Volumen von Hitze-inakti- 
viertem, humanem Serum (1 h, 56 8 C) bei im Qbrigen unver- 
Snderter Verfahrensweise verwendet. Das Ergebnis einer 
Dreifachbestimmung ergab einen Gehalt von 0.193 ± 0.003 
IE/ml. 
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